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(54) Bezeichnung: KONDUKTIVITATS-PCR (LEITFAHIGKEITS-PCR) 
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(57) Abstract: The activity ol individual genes is an important subject ol analysis in molecular biology. Otten, a PCR (polymerase 
chain reaction) or an RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) is carried out in order to determine the activity of 
0© individual genes. However, a complication associated with this is that the PCR is difficult to quantify. The invention is based on the 
r H concept of using the change in conductivity to be measured during the PCR as a marker for the progression of the PCR and for the 
£^ quantification of the starling quantity of DNA. This apparatus determines the changes in conductivity "online" during the course of 

Oa PCR by means of small microelectrodes which are immersed in the PCR solution. Using this parameter, the apparatus is able to 
calculate the quantity of DNA or RNA before the conclusion of the PCR. 

>^ [Fonsetzung auf der nachsten Seite] 
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(57) Zusamineiifassung: Eine in der Molekularbiologie wichtige Fragestellung ist die nach der Aktivitat einzelner Gene. Um 
einzelne Gene in ihrer Aktivitat zu bestimrnen, wird haufig eine PCR (Polymerasekettcnreakiion) odereine RT-PCR (reverse Trans- 
criptase Polymerase Keilenreaktion) durchgefuhrt. Eine Schwierigkeil bestelit darin, daB die PCR-Reaktion nur schwierig quaniili- 
zierbar ist. Dieser Erfindung liegt die Oberlegung zugrunde die bei Ablauf der PCR-Reaklion zu messende Leitfahigkeitsanderung 
als Marker fur den Verlauf der PCR-Reaktion und die Quantifizierung der Ausgangs-DNA - Menge zu nulzen. Dieser Apparat 
bestimmt wahrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion "online" miltels kleiner Mikroelektroden, die in die PCR-Losung eintauchen, 
die Leittahigkeilsanderungen. Aufgrund dieses Parameters ist der Apparat in der Lage die DNA bzw. RNA-Menge vor Ablauf der 
PCR-Reaktion zu errechnen. 



BNSDOCID: <WO 01B1619A2J_> 



WO 01/81619 PCT/DEO 1/0 1025 



Beschreibunq: 

KONDUKTIVITATS-PCR (Leitfahiqkeits PCR) 

Eine in der Molekularbiologie wichtige Fragestellung ist die nach der Aktivitat 
einzelner Gene. Um einzelne Gene in ihrer Aktivitat zu bestimmen wird haufig eine 
PCR (Polymerasekettenreaktion) Oder eine RT-PCR (reverse Transkriptase 
Polymerase Kettenreaktion) durchgefuhrt. Eine Schwierigkeit besteht darin, daft die 
PCR-Reaktion nur schwierig quantifizierbar ist, da(2» heifct die Menge an DNA/RNA 
vor Ablauf der PCR-Reaktion lafit sich nur abschatzen. 

Bisher ubliche Apparate zur „online" PCR farben entweder die im Verlauf der PCR 
gebildete DNA oder verwenden floureszenzmarkierte Oligonucleotidprimer um den 
Verlauf der PCR zu quantifizieren. Dabei ist ein aufwendiges optisches System zur 
Messung der jeweiligen Fluoreszenzen ndtig. 

Dieser Erfindung liegt die Uberlegung zugrunde die bei Ablauf der PCR-Reaktion 
entstehende Menge an Phosphat und die damit verbundene 
Leitfahigkeitsanderungen als Marker fur den Verstarkungsfaktor der PCR-Reaktion 
zu nutzen. Dieser Apparat bestimmt wahrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion 
„online" mittels kleiner Mikroelektroden, die in die PCR-L6sung eintauchen, den 
Phosphatanstieg. Aufgrund dieses Parameters ist der Apparat in der Lage die DNA 
bzw. RNA- Menge vor Ablauf der PCR-Reaktion zu errechnen. 
Die Phosphatmenge wird dabei aufgrund ihrer guten spezifischen eiektrischen 
Leitfahigkeit und aufgrund ihres Anstiegs im Verlauf der Annealing und Extension- 
phase der PCR als Marker zur Detektion gewahlt. Anhand einer zuvor ermittelten 
Eichkurve und der bestimmten Mefcwerte kann anschliefcend ein Mikroprozessor die 
Phosphatkonzentration nach Ablauf der PCR-Reaktion, den Verstarkungsfaktor der 
PCR-Reaktion sowie die DNA- bzw. die RNA-Konzentration vor Beginn der PCR- 
Reaktion errechnen. Dabei eignet sich der zeitliche Verlauf des 
Leitfahigkeitsanstiegs als Funktion der Zyklenzahl und der Temperatur zur Ermittlung 
der Ursprungskonzentration an DNA. 

Vorteilhaft an dieser Erfindung ist, dafc mit der Leitfahigkeit direkt ein elektronisch 
verwertbares Maft verwendet wird. Zudem ist die Phosphatmenge ein besonders 
empfindlicher Parameter. Die Leitfahigkeit andert sich dabei innerhalb eines jeden 
Zykius temperaturabhangig entsprechend den drei Phasen (Annealing, Extension, 
Denaturierung). Insgesamt nimmt die Leitfahigkeit dabei im Verlauf der PCR ab. 
In der Annealingphase nimmt die Leitfahigkeit relativ stark ab. In den ersten circa 
zehn Zyklen steigt die Leitfahigkeit linear (Jineare Phase") bis zum „Trashhold 
Zykius". Dieser Zykius eignet sich in besonderer Weise zur Quantifizierung der 
Polymerasekettenreaktion. Ab dem Trashhold Zykius beginnt die exponentielle 
Phase. Diese ist durch eine summarische Leitfahigkeitsabnahme gekennzeichnet. 
Dennoch bleibt auch hier wahend der Denaturierungsphase und der 
Extensionsphase eine phasenweise Leitfahigkeitszunahme erhalten. Die 
Leitfahigkeitsanderungen der einzelnen Phasen eignen sich ebenfalls zur PCR- 
Quantifizierung. 

Moglicherweise binden bei der Annealingtemperatur viele Mononucleotide und viele 
Magnesiumionen sowie andere lonen an die DNA. Mit Beginn der Extensionsphase 
steigt die Leitfahigkeit kontinuierlich bis zum Ende der Extensionsphase an. Dieser 
Anstieg wird vermutlich durch die Phosphatfreisetzung bewirkt. Und muB gemessen 
werden. An die Elongationsphase schliefct sich die Denaturierung an, hier steigt die 
Leitfahigkeit auf ein Maximum. Vermutlich dissoziieren in dieser Phase alle lonen ab. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



.01B1619A2J_> 



WO 01/81619 PCT/DE01/0J025 

Erlauterung anhand eines Ausfuhrungsbeispiels: Zeichnung 

1) Thermocycler 

2) PCR-ReaktionsgefaG 

3) PCR-Reaktionslosung 

4) Mikroelektroden zur Leitfahigkeitsmessung 

5) Mikroprozessor zur Registrierung der LeitfahigkeitsmeBwerte 

6) Kontakte 
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Konduktivitats-PCR 
Patentanspruche 
Unabhanaiaer Hauptanspruch: 

1. ) Ein Apparat zur Durchftihrung einer PCR-Reaktion (Polymerasekettenreaktion) in 

einem sogenannten "Thermocycler", 

dadurch gekennzeichnet, 

daG> dieser Apparat „online" wahrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion mittels kleiner 
in die PCR-L6sung eintauchender Mikroelektroden die Anderung der elektrischen 
Leitfahigkeit der Losung kontinuierlich oder diskontinuierich (z.B. nur wahrend der 
Annealing/Extension-phase oder nur wahrend der ersten Zyklen) verfolgt. 

Abhangiae Nebenanspruche: 

2. ) Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1) 
dadurch gekennzeichnet, 

daft dieser Thermocycler den Ubergang des linearen Leitfahigkeitsanstiegs zum 
ersten Leitfahigkeitsabfall als trash-hold cycle zur Quantifizierung nutzt. 

3. ) ReaktionsgefaUe zur Durchftihrung einer Polymerasekettenreaktion, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft Mikroelektroden in die verwendeten Reaktionsgefafte integriert sind. 

4. ) Eine Multi well Platte zur Durchfuhrung einer Polymerasekettenreaktion, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft Mikroelektroden in die einzelnen Wells der multi well Platte integriert sind. 

5. )Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1-4, 
zusatzlich dadurch gekennzeichnet, 

daft neben der elektrischen Leitfahigkeit auch noch die aktuelle Temperatur in der 
Reaktionslosung gemessen wird, dad die verschiedenen bekannten Moglichkeiten 
zur Heizung / Kuhlung (z.B. Luftheizung / Kuhlung oder Peltierelemente) Anwendung 
finden und das Kontakte zur Verwendung der Reaktionsgefa&e nach 
Schutzanspruch 3 und 4 vorhanden sind. 

6. )Eine elektrische Apperatur, 
dadurch gekennzeichnet, 

date diese die im Verlauf der Polymerasekettenreaktion gemessenen Parameter (es 
sind dies die elektrische Leitfahigkeit, Temperatur, Zykluszahl und Zeit) registriert 
und sinnvoll verknupft. 

7. ) Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1-4 mit der Moglichkeit zur 
abschlieftenden Schmelzkurvenanalyse, 

zusatzlich dadurch gekennzeichnet, 

daR> wahrend der Schmelzkurvenanalyse die elektrische Leitfahigkeit gemessen wird. 
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(54) Title: CONDUCTIVITY PGR 

(54) Bezeichnung: KONDUKTI VITATS-PCR (LE1TFAHIGKEITS-PCR) 
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(57) Abstract: The invention is based on the concept of using the change in conductivity to be measured during the PGR as a marker 
for the progression of the PCR and lor the quantification of the starting quantity of DNA. This apparatus determines the changes in 
conductivity "online" during the course of a PCR by means of small mieroelectrodes (4) which are immersed in the PCR solution. 
Using this parameter, the apparatus is ahle to calculate the quantity of DNA or RNA before the conclusion of the PCR. 
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(57) Zusammenfassung: Dieser Erfindung liegl die Oberiegung zugmnde die bei Ablauf der PCR-Reaktion zu messende Leitl'ahiii- 
keitsanderung als Marker fur den Verlauf der PCR-Reaktion und die Quamifizierung der Ausgangs-DNA - Mengezu nutzen. Dieser 
Apparai hesiimmi wahrend clem Ablaut' einer PCR-Reakiion "online" mitlels kleiner Mikroelekiroden (4), die in die PCR-Losung 
einiauchen, die Leiif-ihigkeitsandemngen. Aurgrund dieses Parameters isi der Apparai in der Lage die DNA bzw. RNA-Menee voir 
Ablauf der PCR-Reaklion zu errechnen. 
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(54) Title: CONDUCTIVITY PCR 
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(57) Abstract: The invention is based on the concept of using the change in conductivity to be measured during the PCR as a marker 
for the progression of the PCR and for the quantification of the starting quantity of DNA. This apparatus determines the changes in 
conductivity "online" during the course of a PCR by means of small microefecfrodes (4) which are immersed in the PCR solution. 
Using this parameter, the apparatus is able to calculate the quantity of DNA or RNA before the conclusion of the PCR. 
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(57) Zusammenfassung: Dieser Erfindung liegi die Oberlegung zugrunde die bei Ablau fder PCR-Reaktion zu messende Leitfahig- 
keitsandcrung als Marker fur den Verlauf der PCR-Reakiion und die Quamifizierung der Ausgangs-DNA - Menge zu nutzen. Dieser 
Apparat bestimmt wiihrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion "online" mittels kleiner Mikroelektroden (4), die in die PCR-L6sung 
eintauchen. die Leiifahigkeitsanderungen. Aufgrund dieses Parameters ist der Apparat in der Lage die DNA bzw. RNA-Menge vor 
Ablauf der PCR-Reaktion zu errechnen. 
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